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Souhrn
Východiska: Karcinom pankreatu je jednou z nejzávažnějších forem nádorového onemocnění 

s velmi vysokou mortalitou, která ho v ČR řadí na čtvrtou příčku v příčinách úmrtí na nádorová 

onemocnění. Cytostatikum ze skupiny nukleosidových analog –  gemcitabin –  patří v současné 

době mezi široce užívané preparáty v onkologické léčbě a zejména u karcinomu pankreatu. 
Existují však významné interindividuální rozdíly ve farmakokinetice a farmakodynamice gem-

citabinu, které mohou významně ovlivnit výsledek terapie u takto léčených pacientů. Vznik 

lékové rezistence výrazně limituje klinické využití gemcitabinu, stejně jako ostatních cytostatik. 
Cíl: V tomto článku jsou shrnuty základní dostupné informace o významných membránových 

proteinech účastnících se transportu gemcitabinu přes buněčnou membránu a jejich role při 

vzniku chemorezistence u nádorových buněk pankreatu.
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Summary
Backgrounds: Pancreatic carcinoma is one of the most serious forms of cancer, with a very high 

mortality rate, and is the fourth leading cause of cancer-related death in the Czech Republic. 
The etiology and molecular pathogenesis of the disease is still poorly understood. Gemcitabine 

is a cytotoxic nucleoside analog, which is widely used in the treatment of malignancies, and in 

particular in pancreatic carcinoma. Interindividual diff erences in gemcitabine pharmacokine-

tics and pharmacodynamics have been demonstrated, which can signifi cantly infl uence the 

outcome of the therapy in thus treated patients. Resistance developed to nucleoside analogs 

limits their clinical use, just like in the case of any other cytostatics. Aim: This review summari-

zes available data concerning the membrane proteins involved in the transport mechanism of 

gemcitabine through cellular membrane, and their role in the cellular resistance of pancreatic 

carcinoma to gemcitabine.
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Úvod
Karcinom pankreatu (MKN- 10 : C.25; 

OMIM : 260350) je jednou z nejzávaž-

nějších forem nádorového onemocnění 

s velmi vysokou mortalitou, která ho v ČR 

řadí na čtvrtou příčku v příčinách úmrtí 

na nádorová onemocnění (zdroj ÚZIS 

2010, www.novis.cz). Etiologie a moleku-

lární patogeneze tohoto onemocnění ne-

jsou stále objasněny. Mezi publikované 

rizikové faktory patří věk, pohlaví, diabe-

tes, chronická pankreatitida, dietní ná-

vyky, kouření a infekce Helicobacter py-
lori [1,2]. Navíc genetická variabilita genů 

kódujících enzymy metabolizmu cizoro-

dých látek může rovněž hrát důležitou 

roli při vzniku a rozvoji této malignity.

Mezi základní prognostické faktory 

patří stadium onemocnění (staging), 

provedení radikálního chirurgického vý-

konu a výkonnostní stav pacienta (per-

formance status) [3].

Molekulárně bio logické prognostické 

faktory jsou intenzivně studovány, ale 

zatím bez uplatnění v klinické praxi [4].

Mutace v genu KRAS jsou přítomny 

přibližně v 85 % sporadických nádorů 

pankreatu [4]. Frekvence výskytu KRAS 

mutací jsou asociovány s kouřením, al-

koholem a expozicí organickým roz-

pouštědlům [5,6]. Tyto mutace lze dete-

kovat již na samém počátku nádorového 

procesu [7]. Mutace v kodonu 12 působí 

změnu funkce KRAS proteinu, který se-

trvává v aktivovaném stavu, a umož-

ňuje tak funkci signálních drah (MAPK, 

PI3K, NF- kB a RAL- GTP), což vede k za-

stavení buněčného cyklu v G1 fázi 

a následné kumulaci pozdějších alte-

rací v dalších genech, jako CDKN2A, 

TP53 apod. [8]. Studie s využitím inhi-

bice exprese pomocí siRNA poukázaly 

na zásadní úlohu KRAS při udržení ná-

dorové populace [9,10]. KRAS- negativní 

tumory vykazují, co se týče přežívání 

pacientů po radioterapii, lepší výsledky 

než tumory s přítomnými mutacemi. 

Analýzou podtypů KRAS mutací u karci-

nomu pankreatu bylo v souladu s výše 

zmíněnou studií prokázáno, že na vý-

sledné přežívání nemocných mají vliv 

zejména mutace cGT, GcT a GaT v ko-

donu 12 (wild type GGT) [11]. Tumory 

s mutacemi v kodonu 13 mají menší ten-

denci k lokální progresi i ke vzdálenému 

metastazování [12].

Prognóza tohoto onemocnění je vzhle-

dem k mortalitě rovnající se incidenci in-

faustní. Chemoterapií pokročilého kar-

cinomu pankreatu je dosahováno me-

diánu přežití jen kolem 5– 8 měsíců. 

V kontrolních skupinách bez chemote-

rapie se pohybuje medián přežití pouze 

mezi 2 a  4 měsíci [3]. Jednou z příčin je 

pozdní diagnostika tohoto typu one-

mocnění. Klinické příznaky se objevují 

až v pozdních stadiích a v době diagnózy 

je již 50 % pacientů s metastatickým po-

stižením. Jediným dnes potenciálně ku-

rativním přístupem je radikální resekce. 

S ohledem na pozdní diagnózu a špatný 

výkonnostní stav nemocných podstu-

puje radikální výkon jen kolem 15– 20 % 

pacientů [13]. V adjuvanci i paliativní 

chemoterapii se uplatňují zejména 

nukleo tidové antimetabolity. Dnes je 

uváděn jako lék první volby gemcitabin 

(2’,2’- difl uordeoxycytidin).

Gemcitabin
Gemcitabin – 2’,2’- difluordeoxycytidin 

(obr. 1) patří ke druhé generaci nukleosi-

dových analog. K léčbě karcinomu pan-

kreatu je standardně používán prepa-

rát Gemzar, který je využíván i při léčbě 

NSCLC a karcinomu močového měchýře, 

v druhé linii i pro nádory ovaria a prsu. 

Přestože je monoterapie gemcitabinem 

uváděna jako zlatý standard v léčbě 

pokročilého adenokarcinomu pan-

kreatu (NCCN Clinical Practice Guideli-

nes in Oncology: Pancreatic Adenocarci-

noma V.1.2009. National Comprehensive 

Cancer Network), je odpověď na tera-

pii gemcitabinem u nádorových buněk 

pankreatického duktálního adenokarci-

nomu v ně kte rých studiích uváděna jen 

12 % a výsledky léčby mezi jednotlivými 

pacienty se významně liší. V současnosti 

je vyvíjena maximální snaha o nalezení 

prediktivních faktorů odpovědi na léčbu 

gemcitabinem u pacientů s karcino-

mem pankreatu a individualizaci léčby. 

Matsubara et al [14] vytvořili skórovací 

systém (normogram), který v jejich ko-

hortě 304 pacientů s pokročilým karci-

nomem pankreatu léčených gemcita-

binem dokázal rozlišit vysoce rizikovou 

skupinu pacientů s krátkým mediánem 

přežívání do 150 dní (p = 2 × 10– 15). Sle-

dovanými parametry tohoto normo-

gramu byly hladiny 1- antitrypsinu a al-

kalické fosfatázy v plazmě pacientů, 

počet leukocytů a performance status.

Chemorezistence je způsobena mnoha

různými, pravděpodobně na sobě nezá-

vislými mechanizmy. Gemcitabin je trans-

portován do intracelulárního prostoru 

pomocí nukleosidových transportérů [3], 

naopak transportéry rodiny ABC způso-

bují jeho efl ux ven z buňky [4]. Intracelu-

lárně dochází k jeho metabolické aktivaci. 

Preparát je fosforylován deoxycytosinki-

názou na gemcitabin-monofosfát a dále 

konvertován na dFd- dCDP a dFd- dCTP. 

Vzniklé metabolity gemcitabin-trifosfát 

a gemcitabin-difosfát [15] zodpovídají za 

vlastní cytostatický efekt léku.

Na fosforylaci gemcitabinu se může 

podílet i mitochondriální tymidinkináza 

(TK2). Substrátová specifi ta TK2 je však 

pro gemcitabin výrazně nižší než pro pří-

rodní formy nuklesidů. 

Metabolická inaktivace probíhá ze-

jména cestou cytidindeaminázy anebo 

po fosforylaci cestou deoxycytidindeami-

názy (DCTD) [16]. DCTD se účastní reakce, 

při které vzniká 2’- 2’ difl uordeoxyuridin. 

Mezi dalšími faktory, které velmi pravdě-

podobně ovlivňují citlivost, jsou zvýšená 

oprava DNA a alterace cesty apoptózy 

[17]. V poslední době je věnováno velké 

úsilí studiu možností ovlivnění cest bu-

něčné signalizace a úloze genů regulují-

cích buněčný cyklus.

Nukleosidové transportéry
Přestože gemcitabin je hydrofi lní látka, 

pravděpodobně nedochází k jeho vý-

znamnému průniku přes plazmatickou 

membránu prostou difuzí. Nukleosidový 

transport se vyskytuje jako Na+- indepen-

dentní, obousměrný prováděný hENT 

(human Equilibrative Nucleoside Trans-

Obr. 1. Gemcitabin.
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portéru a velmi pravděpodobně bude 

tento princip univerzální. Vysoce pozi-

tivní imunohistochemické barvení pro 

P- glykoprotein bylo nalezeno u 73 % 

duktálních adenokarcinomů pankreatu 

(n = 103), přičemž exprese ABCB1 genu 

byla detekována ve všech vyšetřených 

tumorech, a to ve zvýšené míře oproti 

normální tkáni slinivky břišní. Vyšší míra 

exprese ABCB1 dle autorů významně ko-

relovala s lepší prognózou a byla uve-

dena do souvislosti s menší bio logickou 

agresivitou nádoru. Dále byla nalezena 

vyšší exprese ABCB1 v dobře diferenco-

vaných nádorech oproti těm hůře dife-

rencovaným [34]. Na tuto studii navázala 

skupina autorů [35], v jejichž studii bylo 

75 % vzorků karcinomu pankreatu imu-

nohistochemicky pozitivních na přítom-

nost proteinu ABCB1 (n = 63). Pacienti 

s nízkou či střední expresí proteinu vy-

kazovali delší dobu přežití než pacienti 

s negativní expresí. Velmi zajímavé bylo, 

že u případů s vysokým stupněm exprese 

genu ABCB1 bylo nalezeno kratší přeží-

vání než u těch s nižší expresí [35]. Exprese 

ABCB1 se tedy projevuje jako obecný fe-

nomén vyskytující se v nenádorové i ná-

dorové tkáni, jehož klinický dopad není 

stále jasný, a jeví se jako aktuální pro po-

drobné studium v jednotlivých typech 

nádorů. Na našem pracovišti již probíhá 

studium ABCB1 v nádorové tkáni prsu. 

Mezi první publikované výsledky patří 

prokázaný vztah mezi jednotlivými po-

lymorfi zmy genu ABCB1 a mírou exprese 

tohoto genu (resp. hladinou transkriptu 

v nádorech prsu). Výskyt funkčních po-

lymorfi zmů navíc koreloval s prognózou 

onemocnění (stav estrogenních recep-

torů) [36].

ABCC (MRP) rodina
ABCC rodina zahrnuje 13 členů, přičemž

9 z nich se řadí mezi tzv. multidrug re-

sistence proteins (MRP1- MRP9, resp. 

ABCC1- ABCC6 a ABCC10- ABCC12). ABCC 

transportéry jsou integrální membrá-

nové proteiny způsobující ATP- depen-

dentní export organických iontů ven 

z buněk. ABCC1- 6 transportují lipofi lní 

složky konjugované s glutathionem, 

glukuronátem či sulfátem. Substráty 

pro ABCC4, ABCC5 a ABCC11 zahrnují 

také cyklické nukleotidy a nukleotidová 

analoga [37– 39]. ABCC4 byl navíc iden-

delší medián přežití než ti s nízkou ex-

presí či absencí hENT1 (13 vs 4 měsíce, 

p = 0,01) [23]. Podobné výsledky uka-

zuje i farmakogenetická studie na 83 pa-

cientech, kdy byla exprese analyzována 

pomocí PCR. Dle autorů bylo celkové 

přežívání delší u pacientů s vysokou hla-

dinou transkriptů hENT1 (25,7 vs 8,5 mě-

síce) [24].

ABC transportéry
Chemorezistence je způsobena mnoha 

různými, pravděpodobně na sobě ne-

závislými mechanizmy. Jedním z důleži-

tých mechanizmů je snížená akumulace 

léčiva v nádorových buňkách způso-

bená jeho zvýšeným únikem (efl ux). Ten 

je zprostředkován proteiny, které z velké 

části přísluší k nadrodině ABC transpor-

térů (human ATP-binding cassette trans-

porters). K dnešnímu datu bylo v lidském 

genomu identifi kováno 49 různých ABC 

transportérů. Dělí se do 7 tříd (A- G) na zá-

kladě sekvenční podobnosti. Prvním po-

psaným lidským ABC transportérem byl 

P- glykoprotein (ABCB1) [25]. Následně 

byl izolován z buněk buněčné linie bron-

chogenního karcinomu MRP1 (ABCC1) 

[26]. Ukázalo se, že zejména zástupci ro-

diny ABCB, ke které se řadí i P- glykopro-

tein [22] a rodiny ABCC [27], jsou zod-

povědné za mnohočetnou lékovou 

rezistenci, tzv. MDR (multiple drug re-

sistance). Kromě uvedených transpor-

térů lze jmenovat i další transportéry, 

např. BCRP (ABCG2) [28].

ABCB1 (MDR1, P- glykoprotein)
ABCB1, nazývaný také MDR1 či P- glyko-

protein, je nejdéle známý a v součas-

nosti nejlépe prostudovaný zástupce ABC 

transportérů. Substrátem ABCB1 jsou 

obecně hydrofobní léky s polyaromatic-

kým jádrem a neutrálním nebo kladným 

nábojem, např. etoposid, adriamycin, 

vinblastin [29]. Dříve provedené studie 

prokázaly, že genetické polymorfizmy 

v ABCB1 genu jsou důležitou determinan-

tou jeho exprese a funkce [30] a obecně 

ovlivňují odpověď na farmakoterapii 

[31]. Dle závěrů japonských studií [32,33] 

vykazují haplotypy ABCB1 významnější 

vztah k míře exprese než jednotlivé po-

lymorfi zmy. Proto lze předpokládat, že 

haplotypy mohou lépe určit vztah mezi 

genotypem a fenotypem tohoto trans-

porter, označovaný také jako rodina 

SLC29), nebo jako Na+- dependentní, pro-

váděný hCNT (human Concentrative Nu-

cleoside Transporter, rodina SLC28). Zatím 

je známo sedm nukleosidových transpor-

térů, které se dělí do dvou rodin proteinů: 

SLC29 (SLC29A2, SLC29A3, SLC29A4, 

známé rovněž jako hENT1, hENT2, hENT3 

a hENT4) a SLC28 (SLC28A1, SLC28A2, 

SLC28A3, také označovány jako hCNT1, 

hCNT2 a hCNT3) [18,19].

Současný výzkum prokázal, že buňky, 

které nejsou schopny transportu pomocí 

těchto proteinů, jsou k inhibici gemcita-

binem významně rezistentní. Příkladem 

je např. inhibice nukleosidových trans-

portérů inhibitory typu dipyridamolu 

[20].

Gemcitabin je podáván jako i.v. bolus 

v infuzi trvající cca 30 min, a to první, 

osmý a patnáctý den 28denního cyklu, 

nebo jednou týdně po dobu dvou mě-

síců. Peak v séru dosahuje maximálně 

50mM a deaminace způsobí rychlý po-

kles plazmatické koncentrace, takže 

v průběhu 2 hod spadne pod hranici sta-

novitelnosti. Předpoklad, který z toho vy-

plývá, je, že buňky jsou vystaveny gem-

citabinu v signifi kantní koncentraci jen 

krátkou dobu a neúčinný buněčný upt-

ake je s největší pravděpodobností jed-

ním z mechanizmů chemorezistence [20].

Gemcitabinový uptake je zajišťován

4 transportéry: hENT1 =~ hCNT1 > hENT2

> hCNT3 [20]. Ve tkáních pankreatu je

exprimován hENT1, hENT2 [19], ale vy-

skytují se zde i hCNT transportéry 

(hCNT1, hCNT2, hCNT3), jejichž exprese 

v nádorových tkáních je velmi variabilní 

[20]. Hlavní mechanizmus příjmu gemci-

tabinu buňkou je tedy pravděpodobně 

zajišťován hENT transportéry, protože ak-

tivita hCNT1 byla demonstrována pouze 

v ledvinách, játrech, střevu a hCNT3 jen 

v leukemických buňkách a v buňkách ko-

lorektálního karcinomu [22].

Studie in vitro ukázaly, že gemcitabin 

je do buněk transportován převážně díky 

hENT1 transportéru [21] a použití inhibi-

torů, jako je nitrobenzyl-merkaptopu-

rin-ribosid či dipyridamol, snížilo více než 

20násobně citlivost ke gemcitabinu [20]. 

Imunohistochemická studie na nádoro-

vých tkáních od 21 pacientů s pokroči-

lým karcinomem pankreatu ukázala, že 

pacienti s expresí hENT1 měli významně 
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Erlotinib je aktivně transportován do 

buněk pomocí ABCB1 a ABCG2 trans-

portérů in vitro [48]. V souladu s tímto 

tvrzením byla i in vivo nalezena vyšší 

bio logická dostupnost erlotinibu po per-

orálním podání u myší, které měly tyto 

dva transportéry inaktivovány, oproti 

zvířatům, která měla tyto transportéry 

aktivní [48].

Závěr
Karcinom pankreatu patří k nádorovým 

onemocněním s velmi vážnou prognó-

zou a pětiletým přežitím pod 5 %, a to 

i přes celosvětovou snahu o hledání 

účinnější léčby, včetně léčby bio logické. 

V současnosti se za nejúčinnější dostup-

nou léčbu považuje kombinovaná te-

rapie: gemcitabin (Gemzar) a erlotinib 

(Tarceva). Pacienti s pokročilým karcino-

mem pankreatu léčení touto kombinací 

dosahují jednoletého přežití až ve 20 % 

[49].

Chemorezistence je způsobena mnoha 

různými, pravděpodobně na sobě nezá-

vislými mechanizmy. Nicméně jak u gem-

citabinu, tak i u erlotinibu byl in vitro i in 
vivo prokázán významný vliv membrá-

nových transportérů na bio logickou do-

stupnost a účinnost těchto preparátů.

Gemcitabin je transportován do intra-

celulárního prostoru pomocí nukleosido-

vých transportérů. Transportéry rodiny 

ABC pak způsobují vypumpování jak 

gemcitabinu, tak i erlotinibu ven z buňky. 

vičním transportérem a k jeho správné 

funkci je třeba vytvoření homodimerní 

nebo oligomerní efl uxní membránové 

pumpy spojením dvou anebo více pro-

teinů [43].

Substrátem pro ABCG2 je řada cy-

tostatik, např. topotekan, irinotekan 

metotrexát, a většina nukleosidových 

analog včetně gemcitabinu [44,45]. 

ABCG2 je exprimován v řadě zdravých 

tkání včetně slinivky a jeho exprese byla 

detekována i v nádorových buňkách kar-

cinomu pankreatu [40]. Zhou et al de-

monstrovali přítomnost tzv. side popu-

lation cells v buněčné linii PANC- 1. Tato 

buněčná linie měla výrazně vyšší expresi 

ABCB1 a ABCG2 transportérů, což může 

významně přispívat k její známé lékové 

rezistenci. Po třídenní kultivaci s gem-

citabinem došlo k nárůstu populace 

těchto buněk. Autoři usuzují, že se může 

jednat o kandidátní nádorové kmenové 

buňky, které se účastní relapsu onemoc-

nění [46].

ABCG2 navíc vykazuje spolu s P- gly-

koproteinem silnou tendenci k interak-

cím s klinicky významnými inhibitory 

kináz včetně erlotinibu [47].

Erlotinib (Tarceva) inhibuje receptor 

typu 1 pro epidermální růstový faktor 

(EGFR, známý také jako HER1) mecha-

nizmem selektivní intracelulární inhibice 

fosforylace EGFR- asociovaných tyrozin-

kináz, čímž vyvolává změnu proliferační 

aktivity buněk.

tifi kován jako kotransportér pro redu-

kovaný glutathion se žlučovými solemi 

a transportér prostaglandinů a DHEAS 

(dihydroepiandrosteron- 3- sulfát).

Ve zdravé tkáni pankreatu i v duktál-

ním adenokarcinomu jsou exprimovány 

geny ABCC1- 6 a ABCC10, zatímco gen 

ABCC12 (kódující protein MRP9) byl pro-

zatím detekován jen v normálním paren-

chymu slinivky břišní. Exprese ABCC3 pro-

teinu je v nádorových vzorcích zvýšená 

a koreluje s gradingem nádoru [40]. In vitro 

studie prokázala, že zvýšená exprese 

ABCB1 a ABCC1 způsobuje buněčný stres, 

jehož důsledkem je i zvýšený metabo-

lizmus gemcitabinu a zvýšená vníma-

vost buněk k jeho působení [22]. Oguri 

et al [42] prověřili expresi genu ABCC5 na 

buněčných liniích NSCLC (non-small 

cell lung cancer) a poukázali na kore-

laci mezi jeho expresí a rezistencí vůči 

gemcitabinu. Při inkubaci s inhibitorem 

ABCC5 (zaprinast) dochází ke zvýšení cit-

livosti buněk (tj. cytotoxicity gemcita-

binu), což bylo potvrzeno i užitím si RNA.

Dosud známé údaje o expresi a účin-

cích ABCB1, ABCG2 a ABCC rodiny u ná-

dorů pankreatu jsou shrnuty v tab. 1.

ABCG2 (BCRP –  breast cancer 
resistance protein)
Podobně jako u ABCB1 vede i v případě 

genu ABCG1 jeho zvýšená exprese ke 

vzniku mnohočetné lékové rezistence 

v nádorových buňkách. ABCG2 je polo-

Tab. 1. Známé údaje o expresi a účincích ABCB1, ABCG2 a ABCC rodiny u nádorů pankreatu.

Gen Protein OMIM Lokus

Vztah k rezistenci/citlivosti 

ke skupině léčiv – 

nukleotidová analoga

Přítomnost 

ve zdravé tkáni 

pankreatu

Přítomnost 

ve tkáni karcinomu 

pankreatu

Reference

ABCB1 MDR1 171050 7q21 zvýšení citlivosti ano ano 41,35,34

ABCC1 MRP1 158343 16p13 zvýšení citlivosti ano ano 41,40

ABCC2 MRP2 601107 10q24 neprokázán ano ano 40

ABCC3 MRP3 604323 17q22 neprokázán ano ano 40

ABCC4 MRP4 605250 13q32 navození rezistence ano ano 51,40,37

ABCC5 MRP5 605251 3q27 navození rezistence ano ano 40,42,37

ABCC6 MRP6 603234 16p13 neznámý ano ano 40

ABCC10 MRP7 není 6p12 neznámý ano ano 40

ABCC11 MRP8 607040 16q12 navození rezistence ne ne 50,40

ABCC12 MRP9 607041 16q12 neznámý ano ne 40

ABCG2 BCRP 603756 4q22 jsou substrátem ano ano 47,52,40,28
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